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Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur 
Vorreinigung mittelB Ultrafiltration von komplexen biolo- 
gischen Matrices, insbesondere von FermentationsbrQ- 
hen, welche Peptide Oder Proteine enthalten. 

Zur Gewinnung und Reinigung von Proteinen Oder 
Peptidenaus Fermentationsbruhen, beispielsweise mit- 
teis chromatographischer Verfahren, muB zunflchst 
eine Vbrreinigung durchgefOhrt werden. die in vielen 
Fallen aus einer Entsalzung besteht 

Ein Beispiel dafQr ist die Gewinnung des Thrombin- 
Irihibitore-Hirudn, einem einkettigen Polypeptid mit 65 
Amlnosfturen, aus dem KulturOberetand eines gentech- 
nisch veranderten Slammes der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae. 

Bei dem ureprQngDch aus dem Blutegel Hirudo 
medicinalis isolierten Polypeptid Hirudin handelt es sich 
urn einen hochspezifischen Thrombininhibrtor mit brei- 
tem therapeutischen Potential (F. Markward, Biomed. 
Biochim. Acta 44 (1985) 1007 - 1013). Die benOtigten 
Mengen kOnnen jedoch nur auf gentechnologischem 
Wege Qber transformierte Mikroorganismen hergestellt 
werden. Dabei hat es sich gezeigt daB die Hefe Sac- 
charomyces cerevisiae ale Wirtscrganismus geeignet 
1st. urn torrekt gefaltef es und vol! aktives Hirudin zu pro- 
duzieren (EP A1 168 342, EP A1 200 655). Die Sezer- 
nierung des Proteins ergibt Kbnzentrationen von bis zu 
einlgen hundert Milligram Hirudin pro Liter KulturfQtrat 
ASIeitiings ist eine hohe Ausbeute des Proteins nur 
dann zu erzielen, werm bei der Helefermentation kom- 
plexe Nahrmecfien unter Zusatz von Hefeextrakt, Corn- 
steep, Pepton oder Fleischpaste eingesetzt werden. so 
da3 sich fllr die Reinigung des Proteins das Problem 
stellt, Hirudin aus hoher VerdOnnung in einem Gemisch 
von proteinartigen Begleitstoffen zu isolieren. 

Zur Entsalzung der so gewonnenen Kulturbruhen 
und Vorreinigung als Vbrbereitung fOr Chromatogra- 
phie-Stufen werden neben konventionellen Methoden 
wie z.B. Extraktion oder PrazipHation auch hydrophobe 
Adsorplionen/Desorptionen, z.B. an unpolaren Poly- 
mermaterialien (auch HIC), veiwendet (Atkinson, F. 
MavHuna; Biochemical Engineering and Biotechnology 
Handbook, Chapter 16 "Downstream Processing" und 
Chapter 17 "Product Recovery Processes and Unit 
Operations", Second Edition, Stockton Press 1991, 
New Vbrk, U.S.A; BrocWebank, M. Kalyanpur: "Primary 
Separation", Chapter 4 in G. Schmidt-Kastner et al., 
Hreg.: -Recovery of Byproduct", European Federation 
of Biotechnology, Study Report of Working Party on 
Downstream Processing, 1993; MuDer und W. Bnum- 
mer: "Die Chromatographic eine zentrale Methode in 
der bkrtechnlschen Aufarbeitung", Chem. Ing.-Tech. 62 
(1990) Nr. 5, S. 380-390). Diese Verfahren and norma- 
lerweise dadurch gekermzeichnet, daB teilweise, vergll- 
chen mit der Menge herzustellenden Produktes, groBe 
Mengen an LOsungsmrtteln bzw. an Salzen eingesetzt 
werden Dies fQhrt zu zusfitzllchen Kbsten bzw. zu ver- 
mehrtem technischen Aufwand fur die Wiedergewin- 



nung und/oder Entsorgung der LOsungsmittel Oder 
Salza AuSerdem sind die verbrauchten Adsorptions- 
harze als Abfall zu beseitigen. 

Demgegenuber ist es Aufgabe der vortiegenden 

5 Erf indung, zur Vbrreinigung, insbesondere zur Entsal- 
zung und Aufkonzentrierung von peptid- Oder protein- 
haltigen FermentationsbrOhen ein UHrafiftrations- 
veriahren mittels Membranen bereitzustellen, welches 
geeignet ist die KuiturbrQhe unter hohem Peptid- bzw. 

10 ProteinrOckhalt in einem fOr die nachfolgenden Reini- 
gungsschritte eribrderlichen MaB zu entsalzen und auf- 
zukonzentrieren. 

Ultrafiltrationsverfahren zur Vorreinigung von Fer- 
mentationsbrQhen als Vbrbereitung fOr Chromatogra- 

15 phiestufen sind auf diesen fruhen Verfahrensstufen - 
auSer zum Zweck der Zellabtrennung (T.J. O'Sullivan et 
al. Chem. Eng. Prog. 80 (1), 68-75 (1984); A. Erikson. 
Desalination, 53 (1985), 259-263) fcasJang groBtech- 
nisch nicht eingesetzt worden. Ein Grund dafQr ist daB 

20 die Membranen von den Nebenprodukten und Begleit- 
stoffen, die vielf&ltiger Natur sein kOnnen, oft blocWert 
werden und damit zu - fOr Produktionszwecke - untaug- 
licti niedrigen PermeatflOssen fuhren; damit ergeben 
sich auch zus&tzliche Prod erne bei der Reinigung bzw. 

25 Regeneration der Membranen (Winzeler: "Membran- 
Rltration mit hoher Trennleistung und rrtnimalem Ener- 
giebedarf', Chimia 44 (1990) 288 - 291). Dies trifft 
besonders fur Hersteflverfahren von Proteinen mit rtied- 
rigem Molekulargewicht (M < 50,000 Datton) und Pepti- 

30 den zu, die vermeintfich UltrafiltrationOTembranen mit 
sehr Weinen Trenngrenzen (molecular weight cut-off) 
ertbrdem. 

Erst auf spflteren Verfahrensstufen, wo bererts eine 
Vbrreinigung stattgefunden hat z.B. zwischen aufeinan- 

35 der folgenden Chromatopaphie-Stufen, sind Ultrafiltra- 
tion en, z.B. zur Entsalzung und Kbnzentrierung. bereits 
in der Produktion Stand der Technik. 

Ultrafiltrationsverfahren mittels Membranen werden 
ferner zur Trermung verschieden groBer Proteine, zur 

40 Pyrogenentfemung oder zur Gewinnung von Biokataly- 
satoren angewandt (T.J. O'Sulfivan et al.. Chem. Eng. 
Pit*. 80(1), 68-75 (1984); E. Flaschel etal, Adv. in Bio- 
chem. Engineering/Biotechnologle Vol. 26, "Downst- 
ream Processing", S. 73-142, N.Y 1983; Ed.: D.J. Bell). 

45 Den genaimlen Verfahren Gegt sflmtlich das Prinzip 
zugrunde, zur Abtrennung eines Peptide oder eines 
Proteins eine Membran einzusetzen, der en Trenrv 
grenze (molecular weight cut-off) im oder unter dem 
Bereich des Molekulargewichts des zurockzuhaltenden 

so Peptids bzw. Proteins Gegt 

Es wurte jetzt gefunden, daB es durchaus moglich 
ist, ein Protein oder Peptide mit einem geringen Mole- 
kulargewicht mit sehr hohem ProduktrOckhalt an Mem- 
branen, die eine nominelle Trenngrenze von bis zu 

55 30.000 Datton (molecular weight cut-off) haben, zu ent- 
salzen und zu konzentrieren. 

DemgemftB betrifft die vorliegende Erfindung ein 
Verfahren zur Vorreinigung einer Peptide oder Proteine 
enthaltenden, zeflfreien Kultuifcruhe mittels Ultrafiltra- 
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tion an einer Membran. dadurch gekennzeichnet, daS 
die angegebene Trenngrenze der Membran den zwei- 
bis fQnffachen, vorzugsweise den drei- bis vierfachen 
Betrag des Molekulargewichts des von der Membran 
zurftakzuhaltenden Peptids Oder Proteins betr&gt 

Die vorliegende ErRndung findet insbesondere 
Anwendung fQr Vbrreinigung von zeilfreien KulturbrO- 
hen, die ein rekombinantes Himcfin enthalten, insbeson- 
dere solches Hirudin, welches in Saccharomyces 
cerevisiae zur Expression gebraclrt wird 

Unter Hirudin sind peptidartigeThrombininhibitoren 
mit einer spezB ischen AWivilflt von mindestens 1 000 AT- 
U/mg zu verstehen, die von den bekannten tsohirudinen 
der Spezles Hirudo medidnafls abgeleitet sind und 
wesentliche Strukturmerkmale dieser, insbesondere die 
charakteristische Verknupfung der drei DisuH idbrucken 
(J. Dodt at al., Biol. Chem. Hoppe-Seyier 366 (1985) 
379-385), aufweisen (vgl. z.& EP A1 158 564, EP A1 
168342, DE 3445517, EP A2 193175, EP A1 200655. 
EP A1 158 986, EP A1 209 061, DE 33 42 199, EP A1 
171 024). 

Insbesondere wird darunter ein Hirudin verstanden. 
wie es in der EP A1 171 024, der EP A1 158 986 und 
der EP A1 209 061 beschrieben ist 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird besonders 
bevorzugt zur Vforreinigung einer zellfreien KutturbrOhe 
eingesetzt, die ein Hirudinderivat mit der in der EP 0 
324 712 otfenbarten Aminoeauresequenz enthait 
([Leu 1 , Ttii^3-Desultohirudin). 

Bei der vbrreinigung hirudinhaltiger KultuibrOhen 
betrAgt die Trenngrenze der Membran 20 bis 30 kD. vor- 
zugsweise 20 kD. 

Vbrzugsweise betragen die spez'rfischen Permeat- 
ff IQsse bei dem Verfahren gemftB der vorliegenden Erf in- 
dung uber den gesamten Filtrationsverlauf 10 bis 35 
l/m 2 /h. 

Die Temperatur der Kuttuibruhe betragt bei Ver- 
wendung von Cornsteep im Fermentaiionsmedium vor- 
zugsweise 5 bis 15°C. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren wild vor- 
zugsweise das Permeat solange zur RohlOsung zurOck- 
gefuhrt, bis sich slationare Veihaitrisse, ausgedruckt 
dadurch, daB die Produkttonzentratlon im Permeat 
nicht mehr ansteigt, d.h. konstant ist, eingeetellt haben. 

Beispiel 

Am Ende der Fermentation eines gentechnisch ver- 
anderten Stammes von Saccharomyces cerevisiae in 
einem komplexen Medium bestehend aus Cornsteep 
und Hefeextrakt zur Hersteilung von Hirufin wind die 
Kultur zur lnaktivierung der Zeilen mit 0,225 ± 0,025 % 
Benzalkonlumchlorid, z.B. 0.45 ± 0,05 % • Dodigen 
226 (einer 50 %igen LOsung einer Mischung von 
Alkyldimethyl-benzyl-^ in Wasser), 

versetzt und 30 Minuten inkubiert 

AnschlieBend wird die BrOhe zur Abtrermung der 
Zeilen Ober einen Separator oder Dekanter gefahren 
und daraufhin Ober eine 2-stufige Schichtenfiltration in 



einer Filterpresse. bestehend aus einer Fein- und einer 
Entkeimungsstufe, gewart Das Filtrat wird auf Tempe- 
raturen T £ 15°C gekflhlt, urn erneute temperaturbe- 
dingte AusfSllungen, die reversibel sind, zu vermeiden. 

Das so vorbereitete Filtrat weist eine Leitffihigkett 
von % - & ± 0,5 mS/cm auf. Die Uitrafittrattonsanlage 
bestOckt mit Membranen aus Ceituloseacetat mit einer 
AusschluBgrenze von 20.000 Dalton (z.B. ®Nadir UF- 
CA-20 in Form von 3,8 Zoll Spiralwickelmodulen) wird 
zunflehst bei tolgenden Bedingungen fQr 60 Minuten 
unter Ffermeatruckfuhrung in Betrieb genommen: 



15 



20 



25 



rrdttlerer Transmembrandruck 
Vblumenstrom pro Druckrohr 



4±1 bar 
4-5m 3 /h 



Bei gieichen Bedingungen wird danach unter Per- 
meataWertung 6:1 aufkonzentriert und anschOefiend 
durch Zugabe von demineralisiertem und fiHriertem 
Wasser (purified water) unter Konstanthaltung des Vdu- 
mens solange diafiltriert, d.h. entsalzt, bis die Leitfahig- 
kBit x * 2,0 mS/cm ist Im AnschluB an die Diafiltration 
kann nochmals aufkonzentriert werden, urn insgesamt 
zu einer Kbnzentrierung von 8:1 zu tommen; dabei soli 
eine Leitfahigkeit % < 2£ mSfctn eingehalten werden. 
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ProzeBdaten und Ergebnisse: 


Ausgangsvoiumen 


4600 1 


Ausgangskonzentration Hirudin 


100% 


End vo turn en 


7101 


Endkonzentration Hirudin 


607,2% 


Ausgangsieitfahigkeit 


5,83 mSfcm 


Endleitfahigkeit 


1,97mS/cm 


Ausbeute an Hirudin 


93,7% 


Wiederfindung 


96,9% 


Produktveriust im Permeat 


3,3% 



Patentanspruche 



so 1. 
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2. 



Verfahren zur Vbrreinigung einer Peptide oder Pro- 
teine enthaltenden, zellfreien Kulturbruhe mrttels 
Ultrafiltration an einer Membran, dadurch gekenn- 
zelchnet. daB die angegebene Trenngrenze der 
Membran den zwei- bis funffachen Betrag des 
Molekulargewichtsdes von der Membran zurtlckzu- 
haltenden Peptide Oder Proteins betragt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelch- 
net, daB <fie angegebene Trenngrenze der Mem- 
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bran den drei- bis vierfachen Betrag des 
Mdekulargewichts des von der Membran zurQckzu- 
haltenden Peptids oder Proteins betrflgt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 5 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Hirudin ist 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net daB die Trermgrenze der Menfcran 20 bis 30 

kD betrflgt 10 

5- Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet daB die spezifischen Per- 
meatflOsse Gberden gesamten Rltrationsveriauf 10 
bi$35Um 2 yhbetragen. 

6. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB bei Veiwendung von 
Cornsteep die KufturbrQhe eine Temperalur von 5 
bis15°Caufweist. » 

7. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Permeat 
soiange zurQckgefOhrt wird, bis die ProduktkDnzen- 
tration im Permeat einen konstanten Wert ange- 25 
nommen hat. 
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